
喜树愈伤组织诱导与抑制褐化的研究

张彦波, 龚霞峰, 胡江琴, 庞基良, 王利琳*
 ( 杭州师范大学生命与环境科学学院 ,浙江杭州310036)

摘要  [ 目的] 筛选喜树外植体的最佳诱导培养基 ,研究抑制外植体及继代愈伤组织褐化的方法。[ 方法] 以喜树的幼叶和种胚作为外
植体 ,通过测定过氧化物酶和多酚氧化酶的活性 ,从外植体选择、培养基种类、激素配比、添加物的处理等方面进行愈伤组织的诱导和抑
制外植体及继代愈伤组织褐化的研究。[ 结果] 幼叶外植体的最佳诱导培养基为 :SH+ NAA 2 .5 mg/ L + 2 ,4- D 0 .5 mg/ L + 6- BA 0 .25
mg/ L ;种胚外植体的最佳诱导培养基为 :MS+ 2 ,4- D1 .0 mg/ L + 6- BA 0 .5 mg/ L。抑制幼叶外植体褐化的方法为 :增加外植体大小 ,吹干
培养基表面水分。抑制愈伤组织继代培养褐化的方法为 :最佳诱导培养基附加30 mg/ L 抗坏血酸和5 g/ L 活性碳;1 次继代后,将质地致
密的愈伤组织转移到MS 培养基上培养。[ 结论] 该研究为喜树的遗传转化和植株再生提供理论基础。
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Studies onthe Callus Induction and Browning Inhibitionof Ca mptotheca acu mianta
ZHANG Yan- bo et al  ( College of Life and Environment Sciences ,Hangzhou Normal University ,Hangzhou ,Zhejiang 310036)
Abstract  [ Objective] The research ai med to screen out the opti muminduction mediumfor Ca mptotheca acu mianta explants and study the methods of
inhibiting browni ng of explants and callus insubculture .[ Method] Withthe young leaves and seed embryos as explants ,through determini ng PODand PPO
activities ,the study on callus induction and inhibiting the browning of explants and callus in subculture was conducted fromaspects such as explant selec-
tion,mediumkinds ,hormone matching and treat ment of adding matte .[ Result] The opti mal induction medium was SH+ NAA 2 .5 mg/ L + 2 ,4- D 0 .5
mg/ L +6- BA 0 .25 mg/ L for the explants of young leaves and MS +2 ,4- D1 .0 mg/ L +6- BA 0 .5 mg/ Lfor the explants of seed embryos .The way to in-
hibit the browning of young leaf explants was to enhance explants sizes and drythe water onthe surface of medi um.The way to inhibit the browning of cal-
lus i n subculture was to supplement 30 mg/ L Vc and 5g/ L ACinto the opti mal induction mediumor to transfer the compact callus to MS mediumafter the
first subculture .[ Conclusion] This study provides theoretcal base for genetic transformation and plant regeneration of C . acu mianta .
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  喜树( Ca mptot heca acu minat a Decne .) 为珙桐科喜树属植

物, 是我国的特有植物。自从1966 年美国的 WALL 博士[ 1] 首

次发现喜树中含有抗肿瘤活性物质喜树碱( Compothecine ,

CPT) ,1985 年 Hisang 等[ 2] 进一步揭示喜树碱是作为一种拓扑

异构酶Ⅰ( Topoisomerase Ⅰ) 的抑制剂而具有抗癌活性以来 , 关

于喜树碱的研究越来越受到重视。近年来, 喜树碱的研究成

为医学和生命科学的研究热点, 研究较多集中在喜树愈伤组

织诱导[ 3] 、细胞培养[ 4] 和植株再生[ 5] , 喜树碱的结构[ 6] 和检

测[ 7] ,衍生物的合成和临床应用[ 8] 等方面。然而, 喜树野生

资源有限,通过组织培养技术产生喜树药用成分将是解决这

一问题的有效途径。褐化现象是组织培养的常见问题 ,在其

他植物中研究很多[ 9 - 10] ,但有关抑制喜树愈伤组织褐化的方

法未见报道。笔者从外植体选择、培养基种类、激素配比、添

加物的处理等方面着手研究抑制褐化的方法,并通过测定处

理组过氧化物酶和多酚氧化酶的活性, 筛选到了较高诱导频

率的激素组合和比较理想的抑制褐化的方法,为进一步的遗

传转化、细胞悬浮培养和植株再生提供基础。

1  材料与方法

1 .1 材料处理  取7、8 月份喜树枝条顶端的幼叶和11、12

月份的成熟果实作为供试材料, 均采自杭州师范大学校园

内。供试材料采取后, 幼叶用自来水冲洗干净, 喜树果实剥

去果皮, 于超净工作台放于烧杯,70 % 酒精消毒30 s , 用无菌

水清洗2 次,再用0 .1 %升汞消毒6 min , 用无菌水清洗4 次 ,

幼叶用剪刀剪成0 .5 c m×0 .5 c m 和1 .5 c m×1 .5 c m大小, 种

子剥去种皮 ,得到离体胚, 于无菌条件下接种入诱导愈伤组

织培养基中,每瓶培养基放置外植体4～5 个, 在( 25±1) ℃、

光照强度1 500～2 000 lx、光照12 h/ d 条件下培养。

1 .2 试验方法

1 .2 .1 愈伤组织诱导和抑制褐化。愈伤组织诱导采用4 因

素3 水平正交试验设计L9( 34) 。基本培养基SH、B5、MS,NAA

的3 个水平为0、2 .5、5 .0 mg/ L,2 ,4- D 的3 个水平为0 .25、

0 .50、1 .00 mg/ L ,6- BA 的3 个水平为0 .25、0 .50、1 .00 mg/ L。

每种培养基接种30 个外植体 ,30 d 时统计愈伤组织的诱导率

和生长势,3 次重复。用软件正交设计助手Ⅱ做直观分析和方

差分析。抑制褐化试验: 将愈伤组织接种到 MS + 2 ,4- D 1 .0

+ 6- BA 0 .5 的培养基中,并以此作对照 ,6 个处理: ①添加30

mg/ L 柠檬酸; ②添加30 mg/ L 抗坏血酸 ; ③添加5 g/ L 活性

碳; ④添加30 mg/ L 柠檬酸+ 5 g/ L 活性碳;⑤添加30 mg/ L 抗

坏血酸+ 5 g/ L 活性碳 ;⑥添加30 mg/ L 柠檬酸+ 30 mg/ L 抗

坏血酸+ 5 g/ L 活性碳。30 d 时统计褐化率和愈伤组织生

长势。

1 .2 .2  过氧化物酶( POD) 和多酚氧化酶( PPO) 酶活力的测

定。①酶的提取。取继代培养30 d 时的愈伤组织1 g , 加入2

ml 0 .1 mol/ L pH 6 .5 磷酸缓冲液( PBS) 研磨,4 000 r/ min 离心

20 min , 上清液即为酶液。②POD 酶活力的测定。室温, 在波

长为470 nm 的条件下, 取1 ml 酶液 ,3 ml 反应混合物( 0 .1

mol/ L 磷酸缓冲液pH 6 .0 100 ml ,加入愈创木酚56μl 和30 %

过氧化氢38μl ) 混合比色。以每毫升酶液每分钟引起吸光值

改变0 .001 为1 个酶活力单位。每种样品重复3 次。③PPO

酶活力的测定。室温, 在波长为417 nm的条件下, 取1 ml 酶

液,1 ml 缓冲液,1 ml 底物( 0 .1 mol/ L 邻苯二酚) 混合比色。

以每毫升酶液每分钟引起吸光值改变0 .001 为1 个酶活力单

位。每种样品重复3 次。

2  结果与分析

2 .1  外植体大小及培养基处理对喜树愈伤组织诱导和外植

体褐化的影响 幼叶外植体愈伤组织初次诱导时 ,外植体经
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常出现褐化死亡的现象, 导致诱导率降低。经过分析, 可能

与外植体大小和培养基表面存在的水分有关系。以MS 作为

基本培养基,附加2 ,4- D0 .5 mg/ L+ 6- BA 0 .5 mg/ L ,设计4 种

处理:A,外植体大小0 .5 c m×0 .5 c m, 培养基不经吹干 ;B, 外

植体大小0 .5 c m×0 .5 c m, 培养基经过吹干;C, 外植体大小

1 .5 c m×1 .5 cm, 培养基不经吹干;D, 外植体大小1 .5 c m×

1 .5 c m, 培养基经过吹干。由表1 可见, 外植体大小对愈伤组

织的诱导率影响很大,1 .5 c m×1 .5 cm 幼叶外植体愈伤组织

的诱导率显著高于0 .5 cm×0 .5 c m 的。培养基中水分吹干

则能有效地降低外植体的褐化率。种胚的外植体诱导愈伤

组织时受外植体大小和培养基水分的影响不明显。

  表1 外植体大小及培养基处理对愈伤组织

诱导和外植体褐化的影响

处理
外植体

数量∥个

褐变数

量∥个

愈伤数

量∥个

最早出现

时间∥d

诱导率

%

褐化率

%
A 78  67  0 -  0  85 .90

B 70 52 5 20 7 .14 74 .29

C 64 21 30 18 46 .88 32 .81

D 62 3 41 15 66 .13 4 .84

2 .2  不同培养基和激素组合对喜树愈伤组织诱导的影响  

由表2 可见,愈伤组织出现先后因外植体而异, 幼叶切块最

早14 d 时在边缘切口处出现愈伤组织,种胚最早9 d 即可看

到胚轴膨大的两端长出愈伤组织。愈伤组织诱导率因基本

培养基种类、激素配比和外植体而异,使用SH 培养基诱导时

幼叶出愈率显著高于种胚,使用B5、MS 培养基诱导时种胚出

愈率高于幼叶。愈伤组织质地也由基本培养基、激素配比和

外植体不同而不同, 一般随着基本培养基离子浓度的增加 ,

愈伤组织由致密变得疏松。从总体上看,幼叶外植体愈伤组

织诱导率SH> B5 > MS ,而生长势是 MS > B5 > SH; 种胚外植

体愈伤组织诱导率MS> B5 > SH,生长势MS> B5 > SH。正交

试验的直观分析显示, 幼叶愈伤组织的最佳诱导培养基为 :

SH+ NAA 2 .5 + 2 ,4- D0 .50 + 6- BA 0 .25 ;种胚愈伤组织的最佳

诱导培养基为:MS + 2 ,4- D1 .00 + 6- BA 0 .50。方差分析结果

显示,影响幼叶愈伤组织诱导率的因素中, 基本培养基、NAA

和2 ,4- D 达到显著水平( P < 0 .01) , 影响种胚愈伤组织诱导

率的因素中,基本培养基达到显著水平( P < 0 .01) 。说明基

本培养基对于两种外植体愈伤组织诱导都起到关键作用, 种

胚的外植体较易产生愈伤组织, 而幼叶的外植体除受到基本

培养基影响外,还受到NAA 和2 ,4- D 的影响。
  表2 不同培养基和激素组合对喜树外植体愈伤组织诱导的影响

培养基 激素∥mg/ L 外植体 愈伤组织外观 诱导率∥% 生长势

SH 2 ,4- D0 .25 +6- BA0 .25 幼叶 黄绿色,球状,质地致密 92 .22±1 .92 -
种胚 白色,球状 ,质地致密 46 .67±3 .33 -

NAA2 .5 +2 ,4- D0 .50 +6- BA 0 .50 幼叶 白色,小球状,质地致密 97 .78±1 .92 +
种胚 浅黄色,球状,质地致密 45 .56±1 .92 -

NAA5 .0 +2 ,4- D1 .00 +6- BA 1 .00 幼叶 浅黄色,球状,质地致密 88 .89±1 .92 -
种胚 浅黄色,球状,质地致密 38 .89±3 .85 +

B5 2 ,4- D0 .50 +6- BA1 .00 幼叶 浅红色,质地较松软 88 .89±5 .09 +
种胚 浅红色,质地较松软 74 .44±1 .92 +

NAA2 .5 +2 ,4- D1 .00 +6- BA 0 .25 幼叶 暗红色,质地较松软 85 .56±1 .92 +
种胚 浅红色,质地较松软 76 .67 + +

NAA5 .0 +2 ,4- D0 .25 +6- BA 0 .50 幼叶 暗红色,质地较松软 77 .78±5 .09 +
种胚 浅红色,质地较松软 70 .00±3 .33 +

MS 2 ,4- D1 .00 +6- BA0 .50 幼叶 黄绿色间杂暗红色,松软 61 .11±1 .92 + +
种胚 浅红色,质地松软 100 .00 + + +

NAA2 .5 +2 ,4- D0 .25 +6- BA 1 .00 幼叶 黄绿色间杂暗红色,松软 58 .89±3 .85 + +
种胚 暗红色,质地松软 96 .67±3 .33 + + +

NAA5 .0 +2 ,4- D0 .50 +6- BA 0 .25 幼叶 黄绿色间杂暗红色,松软 60 .00±5 .77 + +
种胚 暗红色,质地松软 92 .22±3 .85 + + +

 注 :生长势+ + + 生长最快 ; + + 生长较快 ; + 一般 ; - 较差。表3 同。

2 .3 不同附加物对抑制愈伤组织褐化的影响  从表2 得

知, 种胚在MS+ 2 ,4- D1 .00 + 6- BA0 .50 的培养基上愈伤组织

诱导率达100 % , 以此进行愈伤组织抗褐化试验。愈伤组织

在此培养基上培养30 d 后 ,或在此培养基上进行继代培养过

程中, 愈伤组织总是产生褐化现象。由表3 可见, 处理⑤褐

化率最低。由图1、图2 可见 , 处理⑤可对POD 和PPO 酶活

性产生一定的抑制作用,进而使愈伤组织褐化率降低。

  表3 附加物对抑制愈伤组织褐化的影响

处理 外植体总数∥个 褐化数∥个 褐化率∥% 生长势

对照 62   16   25 .81 +

处理① 86 18 20 .93 +

处理② 86 16 18 .60 +

处理③ 96 12 12 .50 + +

处理④ 67 5 7 .46 + + +

处理⑤ 69 1 1 .45 + + +

处理⑥ 68 3 4 .41 + +

图1 POD 酶活性的测定

2 .4  转换培养基对愈伤组织形态及褐化的影响 在愈伤组

织诱导中, 不同培养基生长的愈伤组织状态不一样, 研究发

现,不同状态的愈伤组织褐化情况也不同。SH 培养基诱导

出的愈伤组织结构较致密( 图3- A) , 将此愈伤组织转移到相

应的MS 培养基中继代培养, 其结构致密的愈伤组织逐渐转
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变为结构松软型( 图3- B) 。用幼叶愈伤组织的最佳诱导培养

基SH+ NAA 2 .5 + 2 ,4- D 0 .50 + 6- BA 0 .25 进行继代培养, 继

代1～3 次的褐化率分别为:26 .36 %、50 .25 % 、78 .33 % ; 用相

对的 MS 培养基继代 1 ～3 次的褐化率分别为 :27 .33 % 、

33 .33 %、52 .07 % ; 原SH 培养基继代1 次后转换到MS 培养基

继代2～3 次的褐化率分别为:30 .54 %、44 .87 %。说明用SH

培养基继代培养的愈伤组织第2 次继代时转移到相对的 MS

培养基培养,可以显著降低褐化率。

图2 PPO酶活性的测定

注 :A. 愈伤组织培养于SH 培养基 ;B.愈伤组织培养于 MS 培养基。

图3 愈伤组织形态变化

3  讨论

不同的外植体诱导愈伤组织的能力是不同的,以多年生

的喜树幼叶为外植体, 愈伤组织的诱导率较低 ,且容易受外

植体大小和培养基表面残留水分的影响,而种胚的外植体较

容易产生愈伤组织。用叶片诱导愈伤组织, 叶片切块越小 ,

切面与体积的比率越大 , 伤害和褐变的程度就越大[ 11] 。

Reuveni 等[ 12] 用椰子的完整叶片作外植体培养, 很少发生褐

化, 故外植体选择切片较大的叶片, 有利于防止外植体的褐

化。种胚可能因为具有较强的分生能力, 很少有褐化现象。

幼叶外植体和种胚外植体的最适基本培养基不同,幼叶外植

体适合SH 培养基 ,种胚外植体适合MS 培养基 ,这可能与其

本身的抗褐化和脱分化的能力, 以及基本培养基的营养离子

组成有关。

  该试验表明 , 培养基中附加30 mg/ L 抗坏血酸和5 g/ L

活性碳可以有效抑制继代培养中愈伤组织的褐化率, 通过测

定PPO 和POD 的酶活力,显示PPO 酶的活性受到显著抑制 ,

而POD 酶活性受到的抑制不如 PPO 明显。这可以解释为 ,

愈伤组织中的PPO 将酚类物质氧化为醌类, 这些醌类物质扩

散到培养基中使整个外植体褐化[ 13] , 抗坏血酸是一种强抗

氧化剂, 可以抑制PPO 的酶活性[ 14] , 活性炭是一种吸附剂 ,

可以吸附培养基中的醌类物质[ 15] , 两者的组合对抑制 PPO

酶的活性起到了显著作用。
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